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细菌 小 RNA 的 调控 及 在 代谢 工程 中 的 应 用 


RAM AAA Abt AR 财 音 青 格 乐 FHI” PEF 

(天 津 大 学 化 工学 院 系统 生物 工程 教育 部 重点 实验 室 天 津 化 学 化 工 协同 创新 中 心 合成 生物 学 平台 天 津 300072) 
摘要 ”细菌 代谢 工程 需要 优化 基因 的 表达 来 平衡 代谢 物 通 量 分 布 和 减少 有 毒 的 中 间 体 积累 ， 
从 而 提高 产物 生物 合成 。 细 菌 小 RNA (small RNA，sRNAs) 与 靶 标 mRNA 通过 碱 基 互 补 配对 
结合 来 抑制 或 激活 其 靶 标 基因 的 表达 。sRNA 在 细菌 的 生理 过 程 中 都 起 到 了 至 关 重 要 的 调控 
作用 ， 因 此 被 认为 是 细菌 代谢 工程 中 调节 靶 标 基因 表达 的 有 力 工 具 。 近 年 来 ， 越 来 越 多 的 人 
ILAR sRNA 在 细菌 代谢 工程 中 得 到 应 用 , 本 文 分 别 就 细菌 SRNA 的 靶 标 识别 和 其 对 靶 标 的 调 
控 及 代谢 工程 中 的 应 用 做 了 总 结 概括 。 
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Abstract Metabolic engineering in bacteria requires optimization of gene expression levels to 
balance metabolic flux distributions and minimize accumulation of toxic intermediates towards an 
efficient biosynthesis of target products. Small non-coding RNAs (sRNAs) in bacteria can interact 
with their target mRNA by base-pairing to inhibit or activate the translation of their target genes. 
Since small RNAs play critical regulatory roles in many physiological processes, they are 
considered to be powerful tools for the tuning of target genes expression in bacterial metabolic 
engineering. Many artificial sRNAs are applied in metabolic engineering in recent years. In this 
review, identification of sRNA targes genes, interaction between sRNAs and their targets and 

application of sRNAs in metabolic engineering were summarized. 
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但 是 代谢 工程 也 面临 诸多 问题 ， 如 平衡 关键 代谢 物 的 流量 分 布 、 有 毒 中 间 体 积累 
和 生产 环境 压力 等 。 为 了 更 好 的 感知 和 响应 对 外 界 环境 的 变化 ,同时 完成 自身 的 
体内 循环 ， 使 代谢 产物 的 生物 合成 更 高 效 ， 越 来 越 多 的 细菌 SRNA 应 用 于 代谢 工 
程 中 。 细菌 SRNA 是 一 类 长 度 在 50-500 nt 之 间 ， 不 编码 蛋白 质 的 RNA 分 子 , 主 
要 以 转录 后 调控 的 形式 来 发 挥 其 调控 作用 。 这 样 可 以 利于 较 小 的 靶 标 mRNA 的 
周转 并 且 可 以 完成 对 不 同 训 标的 分 级 调控 中。sRNA 是 从 转录 水 平 对 菌 体 生理 活 
动 进 行 调控 , 设计 和 合成 SRNA 策略 的 优势 在 于 不 需要 痪 除 染色 体 基 因 组 , 就 可 
以 调控 微生物 代谢 网 络 ， 避 免 了 突变 菌株 库 的 构建 过 程 ， 省 时 省 力 ; 而 且 SRNA 
的 表达 不 会 为 微生物 代谢 增加 负担 。 现 已 发 现 了 超过 150 多 种 细菌 SRNAP3]， 有 
关 sRNA 的 研究 大 多 集中 于 革 兰 氏 阴 性 菌 。 近 年 来 伴随 着 现代 生物 学 和 信息 学 手 
段 、 技 术 的 飞速 发 展 ， 也 有 越 来 越 多 的 SRNA 在 革 兰 氏 阳 性 菌 中 (如 酿 脓 链 球菌 
Streptococcus pyoge1es 册 ， 乳 酸 乳 球菌 Lactococcus lactis!) 被 发 现 ， 其 生物 学 功 
逐渐 被 揭示 。 


1 细菌 SRNA 靶 标 基因 的 预测 与 鉴定 


随 着 大 量 的 SRNA 被 发 掘 , 识别 SRNA 的 靶 标 进而 探究 其 功能 已 然 成 为 当今 
生物 学 领域 研究 的 热点 之 一 ,细菌 SRNA 部 标 基因 的 识别 主要 通过 基于 生物 信息 
Fe E 

生物 信息 学 的 计算 机 预测 方法 对 细菌 SRNA BE po FS PU SE HP IE FE 
碱 基 匹 配 、RNA 二 级 结构 、 序 列 保守 性 及 其 位 置 等 特点 。 目 前 常用 的 sRNA HE 
ER mRNA 预测 的 软件 有 RNAPredator'®! 、sRNATarBasel1、 CopraRNA!®! , 
RNAuplId 、 sRNATargetlll] 、  sTarPicker!!’?! 、 IntaRNAI[3] 、 TargetRNA204 、 
RNAcofold05]、RNAPplex0404 和 RNAhybrid!!7!, CopraRNA、 RNAplex, IntaRNA, 
RNAup 和 TargetRNA2 是 识别 最 有 可 能 发 生 相 互 作用 的 局 部 区 域 并 打分 
RNAhybrid 和 RNAcofold 更 多 用 于 sRNA 与 较 长 的 RNA 相互 作用 时 。 局 部 相互 
作用 的 软件 (CopraRNA、IntaRNA、RNAplex、RNAup、TargetRNA2) 比 全 部 相互 
作用 的 软件 (RNAhybrid 和 RNAcofold) 要 好 08。 经 实验 验证 软件 的 配对 率 
IntaRNA/CopraRNA*76.7% ， RNAplex73.6% ， TargetRNA2 55.9% , RNAup 
78.9%08。 主 要 用 于 预测 sRNAs 靶 标 mRNAs 计算 机 工具 的 特点 比较 见 表 1。 


表 1 预测 sRNAs 靶 标 mRNAs 的 主要 计算 机 工具 
Table 1 Main computational tool for prediction of bacterial sRNAs target mRNAs 


软件 名 称 网 址 主要 特征 参考 文献 
http://rmna.tbi.univie.ac.at/RNApr “可 预测 与 靶 标 位 点 相互 做 的 的 
eee adit 可 及 性 位 点 H 


SRNATarBase3.0 http://ccbl.bmi.ac.cn/srnatarbas ”预测 SRNA 与 mRNA 及 sRNA [7] 
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e/ 与 蛋白 之 间 的 相互 作用 ， 给 出 
sRNA 与 mRNA 结合 区 域 详 细 信 
BAB 
比较 预测 ， 合 并 并 拓展 了 
http://rna.informatik.uni-freibur IntaRNA， 预 测 结果 伴随 着 大 量 
CopraRNA aces preg [8,9] 
g.de. 后 处 理 方法 〈 功 能 富 集 分 析 、 可 
视 化 交互 的 地 区 ) 
RNAup a Ae 考虑 到 结合 位 点 的 可 及 性 [10] 
/RNAup.cgi 
iS PI RNA 和 RNA 二 级 结 
sRNATarget http://ccb.bmi.ac.cn/srnatarget/ ane . 序列 和 et ad [11] 
构 ; naive Bayes 方法 
热力 学 稳定 性 ; SRNA 和 靶 标 相 
sTarpicker http://ccb.bmi.ac.cn/starpicker/ 互 作 用 的 可 及 性 位 点 ; narve [12] 
Bayes 方法 
http://www. bioinf.uni-freiburg.d BREA RRA T AINT 
IntaRNA cee ohare) ”在 及 影响 sRNA 与 轰 标 相互 作用 [13] 
的 可 及 性 位 点 
TargetRNA2 http://snowwhite.wellesley.edu/t 34k fÉ, 不 考虑 SRNA 或 mRNA [14] 
argetRNA/ 结构 
http:// .tbi.univie.ac.at/RNA 
RNAcofold NP Www Pini vieaca 针对 两 个 序列 的 最 低能 [15] 
RNAplex http://www.tbi.univie.ac.at/~htaf 针对 两 个 序列 的 最 低能 量 算法 。 116] 
er/ 运行 速度 快 
针对 两 个 序列 的 最 低能 量 算 法 。 
http://bibi .techfak.unibielef a 
RNAhybrid “P ibiserv.tecafakunibicieie TE ARES [IT] 
Id.de/ranhybrid/ ane 
茎 环 结构 
用 于 验证 SRNA 车 标 基因 的 方法 有 很 多 种 ， 目 前 比较 成 熟 ， 使 用 较 多 的 有 : 
遗传 学 方法 、 杀 和 技术 、 和 免疫 共 沉 演 法 和 微 阵 列 技术 。 除 此 之 外 , ribosome profiling 


(Ribo-seq) 技 术 是 最 近 开 发 的 基因 组 规模 的 方法 , A DATE 
使 用 Ribo-seq 全 面 验证 大 肠 杆 菌 
定 很 多 新 奇 的 SRNA 丢 标 ,实验 数据 表明 , Ribo-seq 
是 一 种 识别 SRNA 靶 标 强大 的 方法 , 并 且 是 检测 SRNA 各 级 调 


翻译 水 平 04，Jing Wang 等 [19 
sRNA RyhB CAINE, JFE 


稳定 性 、 翻 译 ) 的 有 效 方法 。 各 种 用 于 鉴 另 
K 2 鉴别 SRNA 靶 标 的 方法 的 比较 
Table 2 Comparison of methods of SRNA target identification 


角 定 体内 RNA 水 平和 


(Escherichia coli) 


控 ( 即 转录 、mRNA 
| SRNA 壮 标 的 方法 的 比较 见 表 2。 


| EW 实例 
法 Š 
A 型 m (sRNA/mRNA) 
一 般 通 过 与 表 型 相关 的 生 
调节 因子 具 多 重 效 
遗传 学 方法 mRNA 理 特征 进行 著 标 识别 ， 也 a MicF/ompF (9 
SS AZ AN 


能 反 向 进行 
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蛋白 和 ”直接 鉴定 相互 作用 ;能 找到 第 = RAIA BK. Bb ae RseX/ompa 和 


杀 和 技术 g f f re 
亲 和 技术 ARNA Eb 较 少 难 操作 ompC 1 
som, RAM = 出 现 假 阳性 或 靶 标 量 RydC/yejAB™] 
疫 共 沉淀 直接 识别 邯 标 
免疫 共 沉 演 mRNA 搂 识别 靶 标 较 少 易 出 错 MucR/mucR®?! 
{ELBA PERL. mRNA 
微 阵列 mRNA 高 产 、 高 灵敏 度 水 平 受 到 影响 时 才 有 GevB/cyc AP 
效 
蛋白 和 识别 范围 小 ， 表 达 量 
蛋白 组 学 a 不 考虑 相互 作用 方式 少 或 不 溶性 蛋白 不 易 MicA/ompAD 
mRNA 
被 检测 到 
SAM 灵敏， 具体， 可 检测 SRNA oa RyhB /shiA, 
Ribo-seq AH Rw Pa aa ny = 表现 大 量 假 阴 性 i'n. 
mRNA 人 水 平 的 调控 靶 标 cirA 和 acnBU91 


2 细菌 sRNA 与 其 靶 标 的 相互 作用 


细菌 非 编 码 SRNA 按照 其 在 基因 组 中 的 位 置 不 同 ， 可 以 分 为 顺 式 编码 
sRNA(cis-encoded sSRNA) 和 反 式 编码 sRNA(trans-encoded sRNA), 顺 式 编码 sSRNA 
由 它 所 调控 的 mRNA 的 互补 链 合 成 ， 可 以 通过 与 训 标 mRNA 进行 严格 的 互补 配 
对 ,抑制 其 表达 或 使 其 基因 沉默 P61。 细菌 SRNA 以 反 式 编码 SRNA 为 主 ， 反 式 编 
码 SRNA 大 部 分 都 需要 RNA 分 子 伴侣 Afg 蛋白 的 协助 来 发 挥 作用 ， 主 要 通过 与 
HEr mRNA 上 7-12 个 碱 基 进行 不 严格 的 互补 配对 ， 抑 制 或 促进 靶 mRNA 的 翻 
译 ， 加 速 或 减缓 靶 mRNA 的 降解 。 


2.1 细菌 sRNA 与 mRNA 的 相互 作用 


2.1.1 SRNA 调 节 mRNA 翻 译 和 mRNA 稳定 性 


通常 情况 下 ， 反 式 编码 sRNA 通过 与 位 于 靶 标 mRNAS'-UTR 的 核糖 体 结 合 
位 点 CRBS) 进行 不 完全 互补 配对 阻止 30S 核糖 体 的 结合 和 翻译 的 起 始 (图 la), 
例如 在 大 肠 杆菌 中 被 首次 发 现 的 主要 孔 蛋 白 OmpC 合成 抑制 因子 SRNA MicC, 
MicC 通过 与 核糖 体 竞争 结合 位 点 抑制 ompC 翻译 27。 还 有 一 种 抑制 方式 是 SRNA 
在 Hig 的 协助 下 与 正在 进行 翻译 i mRNA 结合 ， 导 致 mRNA 的 发 生 结构 重组 ， 
RBS 区 域 进 行 碱 基 互 补 结合 形成 二 级 结构 阻止 了 核糖 体 结合 , 使 得 翻译 抑制 (图 
lc)。 相 反 ， 有 些 SRNA 通过 a 5'-UTR 区 结合 激活 翻译 ， 通 常 这 些 靶 标 
mRNA 5'-UTR 区 内 在 的 二 级 结构 阻止 核糖 体 结 合 ， 当 sRNA 结合 到 S-UTR X, 
RBS 被 打开 ， 使 翻译 起 始 (图 1d)。 例 如 在 大 肠 杆 菌 中 DsrA 和 RyhB 可 分 别 促进 
RposP23a 和 sji4dP9] 的 翻译 起 始 ， 就 是 这 种 调节 机 制 在 发 挥 作 用 。 

RNA 稳定 性 的 调节 是 SRNA 主要 的 调节 机 制 ，GadY 属于 顺 式 编码 的 一 


a 
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SRNA， 这 种 结合 通常 引导 一 个 负 调 控 ， 可 以 积极 调节 gadW 和 gadX mRNA 水 
平 参与 应 对 酸 压 力 。GadY 可 以 直接 与 gadX-gadW mRNA 基因 间 区 域 进行 严格 
的 碱 基 配 对 ， 形 成 双 链 结构 ， 增 加 mRNA 的 稳定 性 ， 保 护 mRNA 不 被 RNaseE 
降解 B34 (图 2b). 


(a) 人 


SRNA Hf 
RBS AUG ie . 3! 
: -~ ae = 


mRNA translation Translation inhibition 


oS 
(b) sRNA ge" 
RBS 
i AUG 7 5! 3! 
aa 一 一 一 “一 -一 上 > ie 
Irreversible silence by degradation 
5 


(O) 
meek ig. pe 


mRNA translation 


Translation inhibition 


@ 
5 1 
Le CEE EA 


Translation blocked 
mRNA translation 


( e) Protein 


sRNA @ 
amir 下 > "d bo 


图 1. 反 式 编码 SRNA 调控 车 标 的 机 制 
Fig. 1 Regulatory mechanisms of trans-encoded sRNAs. 
(a) Translation inhibition by blocking of RBS. (b) s RNAs imperfectly base-pair with target m RNAs in order to repress translation 
and speed up degradation by RNase. (c) Translation inhibition by blocking of RBS (d) Translation activation by mediating mRNA 


structure change (e)s RNAs act by binding to the target protein to regulate their activities 


2.1.2 SRNA 调 节 mRNA 降 解 


SRNA 调控 靶 标 mRNA 的 另 一 种 机 制 是 与 mRNA 碱 基 互补 配对 后 ， 在 核酸 
酶 E(RNase E) 作 用 下 使 mRNA 降解 。 参 与 靶 mRNA 降解 的 RNaseE 可 以 特异 性 
地 作用 于 富 含 AU HAE RNA, ME mRNA 和 sRNA 同时 降解 B334( 图 1b 和 图 
2a)。 在 这 一 机 制 中 Hfg 参与 SRNA 诱导 的 mRNA 降解 。 最 先 发 现 的 SRNA 调控 
mRNA 降解 的 是 RyhB， 在 铁 离子 缺乏 的 情况 下 ，RyhB 可 导致 至 少 18 种 编码 需 
铁 和 蛋白 的 mRNA 在 10 分 钟 内 迅速 降解 ， 使 铁 离 子 重新 分 布 到 细胞 重要 区 域 B3。 
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类 似 的 快速 降解 mRNA 机 制 也 在 其 他 sRNA 如 OmrA, OmrB?4 Fl RybBB7 中 得 
到 证 实 。 在 RNaseE 的 作用 下 通过 sRNAs/Hfg 导致 mRNA 的 降解 的 作用 机 制 还 
不 是 很 清楚 ， 但 可 以 从 两 种 途径 来 说 明 mRNA 的 不 稳定 性 : 一 种 可 能 是 mRNA 
与 SRNA 碱 基 互补 配对 之 后 ， 失 去 核糖 体 的 保护 其 更 容易 受 RNase 的 攻击 ; A 
一 种 可 能 是 所 形成 的 SRNA/Hfq/RNaseE 复合 物 对 RNA 的 降解 有 促进 作用 。 

(a) P 3) (b) 


Unstable transcript 


3’ 5’ 


3! 5’ 
sRNA 
RNA 
Full complementarity Hfq š 
sRNA 
zi ee 3! 7 gi 
evi 与 ”mmmmm _ TTT 3’ 


Irreversible silence by degradation mRNA stabilization 


图 2. 顺 式 编码 SRNA 调控 靶 标 的 机 制 
Fig.2 Regulatory mechanisms of cis-encoded sRNAs. 
(a). SRNAs perfect complementarity with targets and degraded by an RNase E .(b). sRNAs complementarity with mRNA forming duplex 


structure to increase the stability of mRNA. 


2.2 细菌 sRNA 与 蛋白 相互 作用 


SRNA 可 与 相应 蛋白 质 结合 行使 相应 的 调控 功能 ，sRNA 和 sRNA 结合 蛋白 
的 研究 均 具有 重要 意义 。 大 多 数 sSRNA 需要 与 蛋白 质 结合 在 体内 起 作用 ，sRNA 
和 和 蛋白 质 相互 作用 可 以 分 为 两 大 类 : 调控 RNA 结合 蛋白 、 调 节 酶 的 活性 。 

SRNA 调节 RNA 结合 蛋白 通常 是 通过 模仿 作用 ， 如 在 大 肠 杆 菌 中 ，sRNA 
基因 CsrB 和 CsrC 是 CsrA 蛋白 (全 局 转录 后 调控 因子 ) 的 后 抗 物 ，CsrB 和 CsrC 
与 CsrA 蛋白 相互 作用 可 形成 一 个 调控 反应 回路 , 从 而 调控 该 蛋白 的 活性 B9。CsrA 
通过 与 glgC( 糖 原 代 谢 基因 ) 转 录 物 的 RBS 周围 序列 结合 抑制 翻译 的 起 始 。CsrB 
和 CsrC 可 通过 与 CsrA 蛋白 结合 ， 作 为 CsrA 的 持 抗 物 发 挥 调节 功能 B?401。 
AHS SRNA 结合 具有 酶 活性 的 蛋白 质 ， 有 可 能 抑制 、 激 活 或 修改 蛋白 质 的 活 
动 。 在 大 肠 杆 菌 中 , OsRNA 可 以 通过 与 c70-RNA 聚合 酶 的 相互 作用 改变 o70-RNA 
聚合 酶 对 启动 子 识别 的 特异 性 。 在 转录 起 始 时 6SRNA 二 级 结构 的 很 大 程度 上 模 
仿 了 DNA 构象 ， 与 S70-RNA 聚合 酶 全 酶 结合 改变 RNA 聚合 酶 的 活性 ， 从 而 抑 
制 启动 子 区 域 -10bp 上 游 含 TGn 序列 CTGn TATAAT ) 基因 的 转录 中 42]。Smaldone 
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等 中 ] 在 枯草 芽孢 杆菌 中 发 现 了 FsrA，FsrA 能 与 三 种 蛋白 FbpA、FbpB 和 FbpC 
共同 作用 ， 抑 制 包括 TCA 循环 中 的 琥珀 酸 脱 氧 酶 和 乌 头 酸 酶 以 及 含 铁 硫 复 的 谷 
氨 酸 合 酶 等 的 合成 ， 从 而 调节 细菌 体内 的 铁 离 子平 衡 和 代谢 稳定 。 目 前 已 经 报道 
的 SRNA 结合 蛋白 见 表 3 所 示 。 


表 3 SRNA 结合 蛋白 的 总 结 
Table 3 Summary of sRNA-binding protein 


SRNA 结合 和 蛋 所 在 菌株 结合 的 sSRNA 参考 文献 
E.coli ArcZ、 Oxys、DsrA、 

AM Salmonella enteritidis RprA [38-40] 
070-RNA 聚合 酶 E.coli 6S RNA [41,42] 
FbpA、 FbpB. FbpC B.subtilis FsrA [43] 
RsmA Pseudomonas aeruginosa RsmY. RsmZ [44] 

CsrA, RsmA. RsmE E.coli CsrB、 CsrC [45,46] 
RsmA Pseudomonas fluorescens RsmY [44] 
RsmA P fluorescens RsmX [47] 
RsmE Pfluorescens RsmY [47] 


3 细菌 sRNA 的 功能 与 代谢 工程 中 的 应 用 


SRNA 作 为 一 种 重要 的 基因 表达 调控 工具 , 随 着 微生物 中 sRNA 越 来 越 多 的 被 
发 现 , 它 在 微生物 体内 所 起 的 作用 以 及 调控 机 制 也 逐渐 被 前 明 ， 其 为 改变 细菌 生 
理 特性 、 改 变 菌 株 代谢 途径 、 提 高 菌株 的 代谢 物产 量 和 微生物 细胞 工厂 构建 的 方 
法 创新 提供 了 可 能 


3.1 细菌 sRNA 的 功能 


随 着 越 来 越 多 的 细菌 SRNA 被 识别 , 其 在 菌株 中 所 起 的 作用 也 逐渐 被 挖掘 出 
来 .细菌 SRNA 可 通过 调控 细菌 在 宿主 细胞 中 的 毒 力 启动 细菌 细胞 内 部 的 相关 机 
制 , 使 细菌 对 生长 条 件 的 变化 做 出 反应 来 适应 感染 细胞 内 的 环境 变化 (多, 也 可 以 
通过 调节 群体 感应 系统 的 感应 调节 蛋白 的 表达 来 控制 菌 体 的 密度 的 。 在 生长 环境 
中 营养 物质 不 足 时 ， 细 菌 SRNA 可 在 抗 营养 应 激 〈 碳 源 、 氮 源 ) 也 发 挥 的 重要 的 
调控 作用 ,在 大 肠 杆菌 中 ,sRNA 基因 CsrB 和 CsrC 既 调节 糖 原 代 谢 50 也 可 以 调 
控 氨基 酸 的 代谢 过 程 51。 

细菌 细胞 中 的 微量 元 素 是 细菌 代谢 过 程 中 不 可 缺少 的 一 部 分 , 有 些 参 与 辅助 
酶 促 反 应 ，sRNA 可 以 调节 微量 元 素 在 细胞 中 的 含量 使 其 相对 平衡 ， 如 SRNA 基 
RyhB 在 大 肠 杆菌 中 能 调节 Fur 基因 的 表达 ， 在 减缓 细菌 的 铁 饥 饿 中 起 着 重要 
YEARS, m SRNA 基因 RyhB 在 福 氏 志 贺 氏 菌 可 以 调节 ydeP 基因 的 表达 水 平 从 
而 调控 耐酸 性 5 这 点 也 说 明了 同 种 SRNA 在 不 同 细菌 中 可 能 有 不 同 的 调控 机 制 ， 
导致 不 同 的 功能 效应 。 除 了 可 以 调控 酸 耐 受 之 外 ，sRNA 也 可 以 调节 其 他 环境 应 
激 ， 如 温度 鸣 、 氧 气 胁迫 5655。 一 种 反 式 编码 SRNA 基因 DsrA 在 大 肠 杆菌 中 可 以 
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调节 菌 体 对 温度 变化 的 感应 。 当 温度 较 低 时 , DsrA 可 以 在 Htq 和 蛋白 协助 下 与 RpoS 
mRNA 的 前 导 序 列 碱 基 配 对 ， 激 活 mRNA 的 翻译 ，DsrA 大 量 表达 ， 促 进 RpoS 
基因 调控 细菌 RNA 聚合 酶 的 G 因 子 的 表达 [56581。sRNA 的 不 同调 控 功 能 见 图 


WW 
o 


一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 = 一 -一 一 一 一 一 人 


RON 
A | 


McaS 
RprA 
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CD GA 


-I--,-—---- /rr---5--—/------— 一 一 一 一 一 


peng ee ere a eres 


图 3 细菌 SRNA 对 多 种 胁迫 的 调控 作用 


Fig. 3 Bacterial sRNA modulate cells to resist various stresses 


3.2 过 表达 细菌 sRNA 来 调控 环境 胁迫 


由 于 sRNA 在 许多 环境 压力 中 扮演 至 关 重 要 的 角色 ,如 在 发 酵 过 程 中 ,对 保 
持 鲁 棒 性 和 长 期 在 压力 条 件 下 生产 力 起 重要 作用 。 因 此 , 提高 菌株 的 耐 受 性 将 有 
利于 生物 工艺 应 用 。sRNA 基因 DsrA 被 认为 是 大 肠 杆 菌 中 的 一 个 多 功能 的 基因 
调节 器 ， 全 局 转录 调控 因子 ppoS， 是 由 SRNA DsrA，RprA， 和 ArcZ 转录 后 的 i 
节 ， 由 OxyS 下 调 表 达 [59]。 最 近 ，Gaida 等 [0 报道 ， 同 时 过 表达 DsrA RprA，ArcZ 
可 大 幅 增 加 酸 耐 受 并 在 对 数 生 长 期 对 羧 酸 和 氧化 应 激 提 供 保护 。 同 样 ,应 用 这 种 
多 种 转录 后 调控 策略 ，Kang 等 [50 建造 了 一 个 压力 诱导 系统 来 生产 高 级 生产 化 学 
品 、 包 括 聚 羟基 丁 酸 酯 和 1，3- 丙 二 醇 。 因 此 ， 用 sRNA 来 提高 压力 耐 受 是 一 种 
有 效 的 策略 。 

本 实验 室 以 乳酸 乳 球 菌 F44 为 研究 对 象 , 在 酸 胁迫 下 转录 组 测序 和 差异 基因 
表达 分 析 挖 掘 乳 酸 乳 球菌 的 SRNA, 运用 SRNA 过 表达 的 方法 实验 验证 并 筛选 能 
明显 提高 乳酸 乳 球菌 F44 的 SRNA。 由 预测 验证 得 到 的 SRNA 真正 靶 标 来 分 析 
SRNA 作用 的 耐酸 机 制 。 通 过 人 工 设 计 合 成 SRNA, 然后 将 其 导入 乳酸 乳 球 菌 F44 
中 构建 出 新 的 高 耐酸 菌株 ， 从 而 提高 菌株 耐 受 酸性 环境 和 生产 nisin 的 能 力 (未 发 
表 )。 利 用 sRNA 在 乳酸 乳 球菌 F44 中 介 导 的 耐酸 调控 对 构建 乳酸 乳 球菌 的 耐酸 
网 络 具 有 重要 的 意义 。 


SH 


3.3 利用 反 义 sRNA“knock down” 来 调控 代谢 通路 
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反 式 作用 调控 小 RNA(SRNA) 由 与 mRNA 互补 结合 的 靶 向 性 反 义 RNA 和 一 
个 召集 宿主 Hig 的 支架 组 成 ， 随 后 可 以 通过 核糖 核酸 酶 了 诱导 mRNA 降解 [921。 
人 工 合成 反 义 SRNA 现 已 广泛 用 于 基因 沉默 ，SRNA 介 导 的 基因 沉默 是 利用 天 然 
RNA 辅助 骨架 构建 了 人 工 sRNA, afsRNA 与 mRNA 复合 物 在 Hfq 协助 下 实现 对 
内 源 基 因 表 达 进 行 微调 和 动态 控制 [696 。 

以 天 然 SRNA 为 依据 , 合理 设计 人 工 SRNA 并 将 其 连 入 载体 质粒 上 ， 可 以 
在 不 改变 染色 质 基因 的 前 提 下 ， 实 现 快速 高 通 量 的 “knock-down” 研 究 ， 这 在 代谢 
工程 中 得 到 了 广泛 应 用 [的 ( 表 4)。 如 Lee 等 (通过 在 18 株 大 肠 杆 菌 菌株 中 合成 
调控 SRNA 将 酪 氨 酸 生物 合成 途径 中 的 矶 存储 调节 器 (csrA) 和 酪 氨 酸 抑制 因子 
(tyrR) 两 个 调控 因子 “knock-down”。 然 后 在 E.coil 中 过 表达 酷 氨 酸 生 物 合成 路 径 
中 基因 和 酷 氨 酸 酚 裂 合 酶 (TPL) 基 因 ， 从 葡萄 糖 出 发 生产 葵 酚 ， 最 后 在 18 株 工程 
ee 量 为 3.79 g/L 的 PheBL21 菌株 ， 达 到 了 微生物 发 酵 的 

高 效 价 。 在 大 肠 杆 菌 中 利用 SRNA 策略 来 提高 目标 产品 的 产量 已 得 到 广泛 使 

» 近来, 在 其 他 菌株 中 sRNA 策略 也 成 功 实现 了 运用 , 如 枯草 芽孢 杆菌 (Bacillus 
subtilis) 中 ，Liu 等 [7 应 用 sRNA 策略 提高 N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺 (GlceNAc) 的 产量 。 
GIcNAc 合成 、GlcNA 糖 酵 解 和 肽 聚 糖 合成 模块 竞争 相同 的 前 体 。 为 了 直接 进行 
GIcNAc 合成 、 设 计 了 两 个 驾 向 于 pfk( 编 码 6- 磷 酸 果糖 激酶 ) 和 ol M (Si 5 We R E 
糖 胺 变 位 酶 ) 的 SRNA 分 别 用 于 限制 糖 酵 解 和 肽 聚 糖 合成 。 为 了 达到 更 佳 抑制 效 
R, Xf Hfg 蛋白 进行 了 共 表 达 。 和 sRNA 一 起 同时 抑制 pik 和 glmM 表达 ， 优 化 
菌株 的 GlcNAc 产量 增加 了 4.3 1%. TEA BR J BER A (Clostridium acetobutylicum 
PJC4BK) 中 ,Changhee Cho 等 58 使 用 合成 SRNA REBR pta 基因 使 丁 醇 的 产量 增加 。 
SRNA 在 代谢 工程 中 的 应 用 实例 见 表 4。 


all 


FEN 


表 4 细 菌 sSRNA 在 代谢 工程 中 的 应 用 实例 


Application examples of sRNAs in metabolic engineering 


SRNA 类 型 调控 类 型 宿主 菌株 靶 标 基因 产物 变化 研究 策略 
mutS, mutD 和 自发 突变 频率 增加 


E. coli MG1655 Ja 2000 {ë 过 表达 反 义 sRNA I 
H 
Jo ; oe 过 表达 DsrA，ArcZ 和 
调控 环境 胁迫 E. co MG1655 rpoS 酸 耐 受 提高 RA AE 
RPprArLcol 
C.acetobutylicum j 丁 醇 耐 受 性 和 丁 醇 产 过 表达 压力 应 激 
非 人 工 合成 ATTC 842 量 提高 SRNA:6S 和 tmRNAIO 
A x ` 
sdhCDAB nee 过 表达 sRNA 基因 
j E at 首 
E.coli MG1655 il acnAB 琥珀 酸 产量 增加 7 们 RyhBri 
调控 铁 离 hemB, hemH, 7 P 
aot | neon 增加 5- 氨 基 乙酰 丙 酸 ERA sRNA 基因 
E. coli DALA acnAB, sdhAB, 产量 RuvhBrz 
fumA, Fil cydAB a y 
调控 糖 代谢 E. coli K-12 ptsG 醋酸 盐分 泌 减 少 过 表达 sgrS 基因 中 
合成 128 个 RNA 
工 合 1，3- 二 氨基 丙烷 芯 an 
ATAR 调控 氨 代 谢 E.coli W3110 pfkA 0 “knock-down”* 靶 标 基 


[74] 
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E. coli K-12, E. idee a 
r 葵 酚 产量 提高 ~ 、 a 
H ME csrA 和 tyrR 苯酚 产量 提 合成 途径 中 调控 因子 
coll Wa [66] 
| et ht FX SRNA 微调 代谢 通 
E. coli BW25113 pykF MAR Epen 路 rs 
加 a he = 人 工 设计 负 调 控 L- 酷 
调控 碘 代 请 [- 酷 氨 酸 产量 提高 1.2 本 oe 
月 控 碳 代谢 jj BkTs csr4 RE REEL act teste 
a SRNADg 
本 N- 乙 栈 葡 糖 胺 产量 增 。 设计 两 个 反 义 SRNA 与 
B. subtilis 168 pfk, glmM 加 了 4.3 倍 Hfq 蛋 白 共 表达 [9 
4 sRNA REZ 
C.acetobutylicum yoe EJH Pr i a ae a H 
pta 了 丁 醇 产量 提高 knock-down’ #E pp 
PJC4BK 因 上 G 
E. coli Layee 
IsrC, ptsH#lpts] ， 聚 酮 6- 脱 氧 红 霉 素 内 ”合成 反 义 SRNA 抑 制 代 
ERE UE ZG07, 2 U TERA 
MEEA a : EENI WEBRIP RIETS 谢 通 路 基因 表达 7 
性 氨 酸 和 尸 胺 的 产量 KARA 的 产量 
调控 环境 胁迫 商店 上 二 省 MARA PAP PAA eA 
提高 JEANS 


4 小 结 与 展望 


RNA 深度 测序 ( RNAseq) 技术 的 发 展 和 生物 信息 学 预测 以 及 实验 分 析 手 段 
的 完善 为 细菌 SRNA 的 发 现 提 供 了 支持 。 预测 并 挖 据 出 更 多 天 然 SRNA 可 以 更 好 


< 


ezel 


地 丰富 调节 代谢 工程 的 方法 


也 推动 代谢 工程 和 合成 生物 学 的 发 展 。 但 目前 仍 有 很 多 SRNA 功能 还 未 通过 实验 
外 定 ， 识 别 细 菌 SRNA 的 靶 标 ， 研 究 SRNA 与 其 靶 标 之 间 的 相互 作用 ， 可 以 极 大 


o 


通常 加 强调 控 和 优化 基因 电路 和 代谢 途径 主要 是 集中 在 转录 和 翻译 水 平 , 转 
录 后 的 方法 显示 许多 优点 ， 如 反应 迅速 、 灵 活 、 调 控 精 确 ， 没 有 代谢 负担 。 通 过 


合理 设计 SRNA 来 动态 调节 


代谢 途径 省 去 了 敲 除 染色 体 基 因 和 构建 突变 菌株 库 


的 繁琐 步骤 ， 可 以 使 菌株 的 快速 发 展 为 理想 型 菌株 ; 另外 ,在 这 一 领域 的 研究 将 


有 助 于 对 自然 生物 网 络 的 控 和 


p=] 
nea 


机 制 的 理解 ,但 是 ,细菌 体内 的 调控 机 制 十 分 复杂 ， 


一 个 SRNA 通常 调控 多 个 靶 标 基因 , 天 然 或 人 工 合成 SRNA 在 工程 菌株 中 所 调控 


的 不 同 路 径 是 否 存在 相互 影 
而 且 sRNA 上 游 调 控 机 制 尚 


响 ， 人 工 SRNA 与 天 然 SRNA 之 间 是否 有 相互 作用 ， 
未 清楚 ; 这 些 问 题 的 解决 可 以 帮助 我 们 更 好 的 利用 


SRNA 来 调节 工程 菌株 的 代谢 途径 。 目 前 ， 细 贡 SRNA 的 研究 与 应 用 大 多 数 集中 


在 大 肠 杆菌 等 模式 生物 中 ， 


对 致 病菌 的 SRNA 研究 还 有 待 进一步 深入 。 随 着 对 


SRNA 与 靶 标 mRNA 或 靶 标 蛋白 作用 机 制 的 进一步 深入 研究 ， 相 信 会 有 更 多 的 
SRNA 功能 被 发 现 ， 也 为 工程 菌株 的 改造 、 致 病 微生物 的 预防 和 工业 微生物 育种 


等 提供 了 保障 。 
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